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Las larvas de Anisakis simplex
incubadas en medio ácido diluido liberan
alergenos que pueden tener utilidad
en diagnóstico clínico

Fundamento: Las larvas L3 de Anisakis simplex infectan al hombre tras la ingestión de

pescado crudo parasitado. Esto implica que dichas larvas interrumpen un período de re-

poso, recuperan la movilidad y resisten la digestión con pepsina a bajo pH cruzando la

barrera mucosa. El objetivo fue estudiar si las larvas secretan alergenos al ser incubadas

en condiciones que simulan el jugo gástrico.

Métodos: Las larvas se incubaron en concentraciones crecientes de HCI en distintas

condiciones. La presencia de alergenos en el medio de incubación se detectó por IgE-

immunoblotting utilizando una mezcla de sueros positivos. El valor diagnóstico de los

alergenos secretados se estudió con sueros de tres grupos de pacientes clasificados por

sus manifestaciones clínicas.

Resultados: Las larvas liberaron una considerable cantidad de proteína al medio. Este fe-

nómeno fue detectable a los 30 minutos y casi completo después de 120 minutos. La li-

beración óptima se obtuvo a 37°C y una concentración de HCI entre 50 y 100 mmol/L.

Conclusiones: Las larvas L3 de Anisakis simplex liberan una gran cantidad de proteínas

cuando se incuban en medio ácido diluido. La concentración óptima de ácido fue simi-

lar a la de un fluido gástrico simulado, lo que podría explicar los síntomas alérgicos

agudos que aparecen en algunos pacientes. Los alergenos liberados podrían ser utiliza-

dos para diagnóstico debido a que muestran la misma sensibilidad que un extracto cru-

do total de las larvas.

Palabras clave: Alergenos. Anisakis simplex. Excretor/secretor. IgE. Parásito.

Anisakis simplex larvae release
allergens during a short incubation
in diluted acid which can be used
for clinical diagnosis
Background: Anisakis simplex L3 larvae infect humans after ingestion of raw fish. This

implies that these larvae interrupt a developmental arrest period, recover mobility and

resist pepsin digestion at a low pH before crossing the mucosal barrier. The aim was to

study whether larvae secrete allergens when incubated in conditions that mimic the gas-

tric juice.

Methods: Larvae were incubated in increasing HCI concentrations and under various

conditions. The presence of allergens in the incubation medium was detected by IgE
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immunobloting. The diagnostic value of the secreted allergen

was measured with sera from three groups of patients classified

by their clinical manifestations.

Results: Larvae released a substantial amount of protein to the

medium. This phenomenon was detectable after 30 minutes and

almost complete after 120 minutes. Optimal release was obtai-

ned at 37°C in 50 mmol/L to 100 mmol/l hydrochloric acid.

Conclusions: Anisakis simplex L3 larvae released a large amount

of proteins when incubated in diluted hydrochloric acid. Optimal

concentration of acid was similar to a simulated gastric fluid,

and could explain the acute allergic symptoms that appear in so-

me patients. Released allergens could be used for diagnosis sho-

wing the same sensitivity as a total crude larval extract.

Key words: Allergens. Anisakis simplex. Excretory/secre-
tory. IgE. Parasite.

INTRODUCCIÓN

La infección humana por Anisakis simplex es un pro-

blema médico mundial. Un estudio multicéntrico realizado

recientemente en España por la Sociedad Española de

Alergología e Inmunología Clínica concluyó con que la

sensibilización frente a este nematodo se encontraba en

más del 60% de los pacientes que sufrían urticaria aguda

en regiones de consumo de pescado crudo, pero no en

otras zonas del país en las que el consumo de pescado era

frecuente pero no se consumía crudo1. Además, se pueden

encontrar anticuerpos IgE específicos contra Ani s 1, un

alergeno principal de A. simplex2, en el 12% de la pobla-

ción normal en Madrid3, una región en la que se consume

con frecuencia pescado crudo. Por ello, los métodos sero-

lógicos se utilizan con profusión para detectar esta sensibi-

lización. Sin embargo, al igual que en el resto de las pa-

rasitosis, los distintos métodos serológicos no son

suficientemente específicos, probablemente porque todos

los métodos actuales utilizan extractos totales (somáticos)

del parásito. Como alternativa a este problema se ha desa-

rrollado recientemente un método ELISA altamente sensi-

ble y específico de captura de antígeno4.

Los extractos somáticos se obtienen por homogeni-

zación de las larvas enteras y contienen todas las proteínas

solubles del parásito. Por el contrario, los extractos excre-

tores/secretores de larvas de Anisakis simplex se han obte-

nido por incubación de larvas vivas en medios de cultivo

durante largos períodos de tiempo, incluso hasta 21 días y

contienen sólo los antígenos liberados al medio por las

larvas5-9. Recientemente, Kennedy ha considerado que los

antígenos secretados de Anisakis son óptimos para ensayos

serológicos, dado su bajo nivel de reactividad cruzada10.

Las larvas de Anisakis simplex se encuentran en

músculo o vísceras del pescado en un período de reposo

con detención del desarrollo. Muchos nematodos, inclu-

yendo Anisakis, infectan a sus hospedadores después de

su paso por el tracto gastrointestinal. Este hecho implica

que las larvas de Anisakis recobran la movilidad y resis-

ten las agresivas condiciones que encuentran en este terri-

torio. Raybourne y col6 incluso usan un método basado en

la digestión con pepsina de músculo y vísceras para obte-

ner larvas viables L3 de Anisakis. Un bajo pH en el me-

dio, como es el del jugo gástrico, podría ser a la vez una

señal capaz de inducir cambios metabólicos en las larvas,

además de que elevar la temperatura a aproximadamente

37°C ha sido descrito como un estímulo suficiente como

para que larvas de Dirofilaria immitis reinicien su desa-

rrollo11.

En este trabajo describimos cómo la incubación de

larvas L3 de Anisakis simplex en ácido clorhídrico diluido

a 37°C, simulando las condiciones fisiológicas del estóma-

go, induce la secreción de una cantidad importante de

alergenos.

MATERIAL Y MÉTODOS

Sueros humanos
Treinta pacientes con IgE específica frente a Anisa-

kis simplex, determinada por CAP (Pharmacia diagnostics,

Uppsala, Suecia), se clasificaron en tres grupos de 10 pa-

cientes cada uno en función de sus manifestaciones clíni-

cas, para estudiar sus respuestas frente a un extracto crudo

del parásito y frente a las proteínas secretadas.

Grupo A: pacientes no alérgicos a pescado con sínto-

mas de urticaria, angioedema, broncospasmo y/o anafila-

xia tras la ingesta de pescado.

Grupo B: pacientes sin episodios alérgicos, con sín-

tomas de anisakiasis intestinal: obstrucción intestinal, do-

lor abdominal, náuseas y vómitos durante las 48 horas

posteriores a la ingestión de pescado.

Grupo C: pacientes con urticaria crónica sin experi-

mentar mejoría tras una dieta exenta de pescado, con CAP

positivo frente a Anisakis simplex, pero con reconocimien-

to en immunoblot de una única proteína de 45 kDa, suges-

tiva de reacción cruzada.
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En los ensayos realizados para estudiar la liberación

de alergenos por las larvas se utilizó una mezcla de sueros

seleccionados por su valor de CAP (mayor que clase 4).

Procedimientos de incubación de las larvas
Las larvas se extrajeron manualmente de las vísceras

de Micromesistius poutassou obtenidas de un mercado lo-

cal, se lavaron 5x en agua destilada y resuspendieron en

los diferentes medios, a una concentración de 50

larvas/mL.

Para estudiar las concentraciones de ácido y la in-

fluencia de la temperatura, las larvas se incubaron durante

2 h a diferentes temperaturas y concentraciones de ácido

clorhídrico. Seguidamente, las larvas se centrifugaron a

1.000 g durante 5 min y se recogieron los sobrenadantes.

Para la obtención de los extractos somáticos las larvas

centrifugadas se resuspendieron en PBS y trituraron en

mortero como se describió anteriormente2. Tras una nueva

centrifugación a 4.500 g durante 5 min, los sobrenadantes

se almacenaron a –20°C. El contenido de proteína se de-

terminó mediante el BCA Protein Assay Reagent Kit

(Pierce, Rockford, IL), utilizando seroalbúmina bovina co-

mo patrón.

Para estudiar la influencia del tiempo de incubación,

200 larvas se incubaron a 37°C en 4 mL de HCI 50

mmol/L. Una alícuota del medio sobrenadante se tomó a

los 30 minutos, 1 h, 2 h y 3 h de incubación.

El resultado de un cambio de pH del medio se estu-

dió incubando las larvas en HCI 50 mmol/L durante 1 h a

37°C, lavando las larvas 3x en PBS e incubándolas duran-

te 1 h en medio RPMI 1640. Las larvas incubadas dos ve-

ces en RPMI 1640 se utilizaron como control. Los sobre-

nadantes de los diferentes medios de incubación se

recogieron y analizaron para observar su contenido en pro-

teínas y la alergenicidad.

El efecto de la pepsina sobre los alergenos liberados

al medio se analizó incubando las larvas en HCI 50

mmol/L en presencia de pepsina porcina 1 mg/mL (Sigma,

St. Luis, Mo).

SDS-PAGE e immunoblotting
Los SDS-PAGE se realizaron en minigeles de polia-

crilamida al 16%, el estudio de las proteínas se llevó a ca-

bo mediante tinción con azul de Coomassie (Bio-Rad). La

detección de IgE específica se realizó tras la transferencia

de las proteínas a nitrocelulosa durante 24 h, mediante un

método de difusión seguido de un paso de incubación de

30 minutos en 3% Nonidet P-40 en PBS. La IgE se detec-

tó utilizando un anticuerpo monoclonal anti-IgE humana

(Ingenasa, Madrid) a una dilución 1/1.000 durante 3 h y

un antisuero de ratón marcado con fosfatasa alcalina (Bio-

source Int, Camarillo, Calif) a una dilución de 1/4.000 du-

rante 1 h, como se describió anteriormente2. La mayoría de

los ensayos se realizaron utilizando una mezcla de sueros

positivos, pero también se estudió la respuesta individual

de los diferentes sueros frente al extracto crudo total y

frente a las proteínas excretadas. Para el desarrollo de este

punto, 0,1 mg de los extractos se sometieron a SDS-PAGE

en un minigel sin calles, después de transferir las proteínas

a nitrocelulosa e incubar en Nonidet P-40, las membranas

se colocaron en un miniblotter e incubaron con 0,1 mL de

suero a una dilución 1/6 en solución de incubación2.

Ensayo de inhibición antigénica
Para el estudio de la existencia de inhibición entre

antígenos del extracto crudo del parásito y las proteínas

secretadas, 0,1 mL de una mezcla de sueros positivos se

incubaron con 0,025 mL de antígenos secretados durante 1

hora a temperatura ambiente. Otras alícuotas de la mezcla

de sueros se incubaron en las mismas condiciones con

0,025 mL de extracto crudo, y con 0,025 mL de PBS co-

mo control. Posteriormente, estas mezclas se analizaron

con el extracto crudo y con los antígenos secretados en un

miniblotter, como se ha descrito anteriormente.

RESULTADOS

La figura 1 muestra que la incubación durante 1 h en

HCl 50 mmol/L inducía la liberación de varias proteínas al

medio de incubación. Se encontró el doble de proteína en el

medio cuando se utilizó ácido diluido (0,26 mg/50 larvas)

en lugar de PBS (0,12 mg/50 larvas). Esta secreción se in-

crementó cuando la incubación se llevó a cabo a 37°C (0,38

mg/50 larvas). Varias proteínas liberadas unían IgE como

muestra el immunoblotting (figura 1B). Cuando los extrac-

tos somáticos obtenidos tras incubación en diferentes condi-

ciones se compararon por SDS-PAGE, el perfil de proteínas

obtenido tras la incubación en medio ácido diluido fue cla-

ramente distinto, sugiriendo que las larvas habían experi-

mentado algunos cambios. Este hecho podría apreciarse

también en el immunoblot (figura 1B, calles 5-8). La con-

centración óptima de ácido clorhídrico para la liberación de

alergenos fue entre 50 y 100 mmol/L (figura 2), con una

clara inhibición al disminuir a 25 mmol/L, y especialmente

cuándo se subía a 200 mmol/L. Sin embargo, todas las con-
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centraciones de ácido analizadas resultaron más efectivas

que la incubación de la misma cantidad de larvas en PBS.

La influencia del tiempo de incubación en la secreción se

analizó utilizando las mejores condiciones encontradas:

37°C y HCl 50 mmol/L. Como muestra la figura 3, la pre-

sencia de alergenos en el medio fue ya detectada en el pri-

mer control, llevado a cabo después de 30 minutos de incu-

bación aumentando lentamente hasta alcanzar una meseta a

las 2 horas, con un incremento mínimo en la hora siguiente.

Después de la ingestión, al menos en humanos, las

larvas penetran la mucosa gástrica o intestinal, encontran-

do condiciones completamente diferentes en la composi-

ción físico-química del medio que les rodea. Como se

aprecia en la figura 4, cuando las larvas eran incubadas en

medio de cultivo después de una incubación previa en áci-

do diluido, la liberación de alergenos a este medio era

Fig. 1. Influencia de la temperatura y del pH. Tinción con azul de
Coomassie (A) y detección de IgE específica, immunoblot, utilizando
una mezcla de sueros positivos (B). Larvas incubadas en PBS (calles
2, 4, 6, 8) o en HCl 50 mmol/L (calles 1, 3, 5, 7) durante 1 h. Incu-
bación realizada a temperatura ambiente (calles 1, 2, 5, 6) o a 37°C
(calles 3, 4, 7, 8). Excretado: sobrenadante obtenido por centrifuga-
ción después de la incubación. Somático: proteínas solubles obtenidas
después de centrifugación de las larvas para obtener los productos
secretados, triturando el pellet en un mortero y resuspendiendo en 1
mL de PBS.

Fig. 3. Influencia del tiempo en la liberación de alergenos. Las larvas
se incubaron en PBS durante 3 h (calle 1) o en HCl 50 mmol/L
durante 30 minutos (calle 2), 1 hora (calle 3), 2 horas (calle 4) o 3
horas (calle 5). Después de la centrifugación, los sobrenadantes se
sometieron a electroforesis y se transfirieron para immunoblotting.

Fig. 4. Influencia del cambio en el medio tras la primera incubación
durante 1 hora en RPMI 1640 (calle 1) o 50 mmol/L HCl (calle 3).
Las larvas se lavaron 3x en PBS, y resuspendieron de nuevo en RPMI
y se incubaron durante 1 hora.

Fig. 2. Detección de IgE específica, immunoblot, mostrando la
influencia de la concentración de ácido en el medio de incubación.
Las larvas se incubaron durante 2 h en PBS (calle 1), HCl 200
mmol/L (calle 2), 100 mmol/L (calle 3), 50 mmol/L (calle 4) o 25
mmol/L (calle 5).
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marcadamente inhibida, sugiriendo que era necesario un

pH bajo como estímulo.

Los ensayos de inhibición antigénica mostraron que

varias proteínas alergénicas del extracto crudo del parásito

no se encontraban entre los productos secretados. Una de

ellas es una proteína de 45 kDa (figura 5) que es detectada

por el grupo de pacientes C. Por otro lado, los alergenos

liberados resultaron altamente sensibles al efecto de pepsi-

na, como muestra la figura 5C.

Los alergenos secretados se estudiaron con el fin de

evaluar su valor diagnóstico utilizando sueros de pacientes

clasificados en tres grupos en función de sus manifestacio-

nes clínicas. Como muestra la figura 6, el extracto somáti-

co total y las proteínas liberadas en medio ácido fueron

igualmente efectivas para la determinación de IgE especí-

fica en los sueros estudiados individualmente como predi-

jo Kennedy para los alergenos secretores de A. simplex10,

con la excepción del grupo C de pacientes. Estos sueros,

como era de esperar por los resultados del ensayo de inhi-

bición, no detectaron ningún alergeno en las proteínas se-

cretadas.

DISCUSIÓN

El presente trabajo demostró que la incubación de

larvas de A. simplex en un medio ácido diluido inducía la

secreción de un gran número de proteínas al medio, entre

ellas varios alergenos. Este efecto se incrementaba cuando

la temperatura alcanzaba los 37°C. La liberación inducida

por ácido no se acompañaba por una pérdida de movilidad

de las larvas12 que pudiera sugerir una toxicidad inducida

por el ácido. Por el contrario, las larvas conservaron la

movilidad en medio ácido diluido durante más de 96 horas

a 37°C. Además, como se muestra en la figura 2, la libera-

ción alcanzó un máximo a una concentración de HCI entre

50 y 100 mmol/L, mostrando inhibición a concentraciones

superiores de ácido. En nuestra opinión, estos hechos son

contrarios a un efecto tóxico debido a las condiciones de

incubación. Sorprendentemente, el pH de las concentracio-

nes óptimas de ácido para la liberación de alergenos por

las larvas es cercano al utilizado por Astwood y colabo-

res13 para la digestión in vitro de alergenos simulando el

pH del jugo gástrico.

Bajo condiciones adversas, algunos nematodos su-

fren una interrupción reversible en su desarrollo, estadio

dauer, etapa alternativa adaptada para su supervivencia14.

En Caenorhabditis elegans, una señal en cascada provoca-

da por insulina regula el estadio dauer15 y los agonistas

muscarínicos promueven la recuperación16. Las larvas de
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Fig. 5. Ensayo de inhibición antigénica. Una mezcla de sueros positi-
vos se incubaron con: las proteínas liberadas (calle 1), con las prote-
ínas somáticas (calle 2), y sin ningún antígeno (calle 3). Detección de
IgE específica, con un extracto crudo del parásito (A), y con los pro-
ductos liberados (B). Sensibilidad a pepsina de los alergenos libera-
dos (C). Detección de IgE específica, utilizando los alergenos liberados
sin pepsina en el medio de incubación (calle 1) o en presencia de 1
mg/mL de pepsina porcina en el medio (calle 2).

Fig. 6. Perfiles de detección de IgE específica en sueros de: pacientes
no alérgicos a pescado con síntomas de urticaria, angioedema, bron-
cospasmo y/o anafilaxia tras ingesta de pescado (A), pacientes sin epi-
sodios alérgicos sufriendo anisakiasis intestinal con obstrucción de la
luz intestinal, dolor abdominal, náuseas y vómitos en las 48 horas
después de la ingestión de pescado (B), y pacientes con urticaria cró-
nica sin mejoría tras una dieta exenta de pescado y CAP positivo fren-
te a Anisakis (C). Immunoblot con extracto crudo somático (superior),
y con alergenos liberados (inferior).
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A. simplex se obtienen generalmente de vísceras de pesca-

do refrigerado durante un prolongado período de tiempo

en las que parecen estar en un estado de detención del de-

sarrollo, esperando para entrar en el tracto digestivo de un

nuevo hospedador. Ashton y Schad17 sugieren que la reanu-

dación del desarrollo, al entrar a un hospedador, está pro-

bablemente desencadenada por señales de hospedador per-

cibidas por neuronas de los parásitos. En nuestro estudio,

las larvas mostraron sensibilidad a señales químicas y tér-

micas.

El hecho de que los productos liberados fueran alta-

mente sensibles a digestión con pepsina hace que sea dis-

cutible cualquier explicación sobre el papel biológico de

esta liberación, pero esta sensibilidad a pepsina puede ex-

plicar por qué los pacientes alérgicos toleran la ingestión

de un gran número de larvas liofilizadas o muertas, como

recientemente se ha demostrado18,19.

Por otro lado, los productos secretados pueden con-

tribuir a perforar la pared gástrica, una vez fuera del al-

cance de la pepsina, debido a que el poro excretor está lo-

calizado en la proximidad de la boca de la larva. En

efecto, el mejor tratamiento para la anisakidosis gástrica

aguda es la extracción endoscópica de las larvas introduci-

das parcialmente en la pared gástrica, como sugieren

Daschner y colaboradores20. Estos autores afirman que las

larvas se encontraron ancladas a la pared del estómago en

una alta proporción de pacientes que presentaban síntomas

alérgicos agudos después de ingerir pescado crudo. Este

grupo sugiere que estos síntomas alérgicos agudos se de-

berían denominar como anisakiasis gastroalérgica. En

cualquier caso, los frecuentes y severos síntomas clínicos

experimentados por los pacientes sensibilizados tras la in-

gestión de pescado parasitado generalmente aparecen ho-

ras después de la ingestión, y coinciden con este fenóme-

no de activación/liberación que hemos observado.

Los alergenos liberados demostraron ser un excelen-

te reactivo para diagnóstico. Estando libres de los antíge-

nos de reacción cruzada más frecuentes de un extracto so-

mático total10, deberían ser considerados como una

alternativa para el diagnóstico, como se muestra en la fi-

gura 6. Los pacientes con anisakiasis intestinal presentaron

perfiles parecidos en el reconocimiento de alergenos que

los pacientes alérgicos. Este hecho fue inesperado debido

a que estos pacientes no referían ningún síntoma alérgico,

como previamente ya se había observado21. Este interesan-

te hallazgo se podría explicar por el hecho de que los aler-

genos liberados son altamente dependientes del pH como

hemos demostrado, y con lo que también están de acuerdo

Daschner y colaboradores, al considerar la anisakiasis gas-

troalérgica como una entidad clínica diferente causada por

la penetración aguda de la pared del estómago por las lar-

vas.

En conclusión, este método simple y rápido de se-

creción de alergenos puede explicar algunos de los aspec-

tos clínicos de esta parasitosis y contribuir a un diagnósti-

co más preciso, pero debe ser utilizado en amplios

estudios epidemiológicos para evaluar su especificidad y

sensibilidad. Al mismo tiempo, este procedimiento de ob-

tención de alergenos podría ser usado con otros parásitos

que atraviesan el tracto digestivo con el objeto de compro-

bar la utilidad diagnóstica de estos antígenos liberados por

ácido.

REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS

1. Moneo I, Caballero ML, Jiménez S. Inmunodetección de IgE espe-
cífica (immunoblotting) en el estudio de prevalencia de sensibiliza-
ción a Anisakis simplex en España. Alergol Inmunol Clin 2000; 15:
255-261.

2. Moneo I, Caballero ML, Gómez F, Ortega E, Alonso MJ. Isolation
and characterization of a major allergen from the fish parasite Anisa-
kis simplex. J Allergy Clin Immunol 2000; 106: 177-182.

3. Toro C. Infección por Helicobacter pylori y sensibilización a Ani-
sakis simplex en pacientes con patología gastroduodenal. Tesis Doc-
toral. Universidad Complutense. Madrid, 2001.

4. Lorenzo S, Iglesias R, Leiro J, Ubeira FM, Ansotegui I, García M,
et al. Usefulness of currently available methods for the diagnosis of
Anisakis simplex allergy. Allergy 2000; 55: 627-633.

5. Sugane K, Shu-Han S, Matsuura T. Radiolabelling of the excre-
tory-secretory and somatic antigens of Anisakis simplex larvae. J
Helminthol 1982; 66: 305-309.

6. Raybourne R, Deardorff TL, Bier JW. Anisakis simplex: larval ex-
cretory protein production and cytostatic action in mammalian cell
cultures. Exp Parasitol 1986; 62: 92-97.

7. Sakanari JA, McKerrow JH. Identification of the secreted neutral
proteases form Anisakis simplex. J Parasitol 1990; 76: 625-630.

8. Kennedy MW, Tierney J, Ye P, McMonagle FA, McIntosh A,
McLaughlin D, et al. The secreted and somatic antigens of the third
stage larva of Anisakis simplex, and antigenic relationship with As-
caris suum, Ascaris lumbricoides, and Toxocara canis. Mol Biochem
Parasitol 1988; 31: 35-46.

9. Akao N, Ohyama TA, Kondo K. Immunoblot analysis of serum
IgG, IgA, and IgE responses against larval excretory-secretory anti-
gens of Anisakis simplex in patients with gastric anisakiasis. J Hel-
minthol 1990; 64: 310-318.

10. Kennedy M. Immune response to Anisakis simplex and other as-
carid nematodes. Allergy 2000; 55: Suppl 59: 7-13.

11. Abraham D, Mok M, Mika-Grieve M, Grieve RB. In vitro culture
of Dirofilaria immitis third-and fourth-stage larvae under defined
conditions. J Parasitol 1987; 73: 377-383.

12. Janssen CS, Tetley L, Kennedy MW. Developmental activation of
infective Trichinella spiralis larvae. Parasitology 1988; 117: 373-
371.

206



Alergenos de Anisakis

13. Astwood JD, Leach JN, Fuchs RL. Stability of food allergens to
digestion in vitro. Nat Biotechnol 1996; 14: 1269-1273.

14. Cherkasova V, Ayyadevara S, Elgimez N, Reis RS. Diverse Cae-
norhabditis elegans genes that are upregulated in dauer larvae also
show elevated transcript levels in longlived, aged, or starved adults.
J Mol Biol 2000; 300: 433-448.

15. Vanfleteren JR, Braeckman BP. Mechanisms of life span determina-
tion in Caenorhabditis elegans. Neurobiol Aging 1999; 20: 487-502.

16. Tissenbaum HA, Hawdon J, Perregaux M, Hotez P. A common
muscarinic pathway for diapause recovery in the distantly related ne-
matode species Caenorhabditis elegans and Ancylostoma caninum.
Proc Natl Acad Sci USA 2000; 97: 460-465.

17. Ashton FH, Li J, Schad GA. Chemo- and thermosensory neu-
rons: structure and function in animal parasitic nematodes. Vet Para-
sitol 1999; 84: 297-316.

18. Sastre J, Lluch-Bernal M, Quirce S, Arrieta I, Lahoz C, Del Amo
A, et al. A double-blind, placebo-controlled oral challenge study with
lyophilized larvae and antigen of the fish parasite Anisakis simplex.
Allergy 2000; 55: 560-564.

19. Alonso A, Moreno-Ancillo A, Daschner A, López-Serrano MC.
Dietary assessment in five cases of allergic reactions due to gastro-
allergic anisakiasis. Allergy 1999; 54: 517-520.

20. Daschner A, Alonso-Gómez A, Cabañas R, Suárez de Parga JM,
López-Serrano MC. Gastroallergic anisakiasis: bordeline between food
allergy and parasitic disease-Clinical and allergologic evaluation of
20 patients with confirmed acute parasitism by Anisakis simplex. J
Allergy Clin Immunol 2000; 105: 178-181.

21. Domínguez J, Cimarra M, Sevilla MC, Alonso A, Moneo I, Roble-
do T, et al. Anisakis simplex: una causa de pseudobstrucción intesti-
nal. Rev Esp Enferm Dig 2000; 92: 132-135.

207


	sumario: 


